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(57) Abstract 



H 2 N-((CH) m -NH) n -H 
R 



(I) 



[CB)p 
R5 



■Y— R6 



(II) 



Cationic lipids of general formula (I), wherein m is 
an integer from 2 to 6 inclusive; n is an integer from 1 to 
9 inclusive, preferably 1-5, where, when n is 2-9, a single 
R grouping other than hydrogen is present in the general 
formula, and m has variable or identical values within the 
groupings (a) or -(CH2W; R is a hydrogen atom or a 
radical of general formula (II), wherein X and X\ which 
are the same or different, are an oxygen atom, a methylene 
grouping -(CH2) q - where q is 0, 1, 2 or 3, or an amino 
grouping -NH- or -NR\ where R' is a C j-4 alkyl grouping; 
Y and Y\ which are the same or different, are a methylene 
grouping, a carbonyl grouping or a C-S grouping; R3. R4 
and R5, which are the same or different, are a hydrogen 

atom or an optionally substituted C1-4 alkyl radical, and p is 0-5; and R6 is a cholesterol derivative or an alkylamino grouping -NR1R2, 
where Ri and R2 are, independently of each other, a straight or branched, saturated or unsaturated C12-22 aliphatic radical. Pharmaceutical 
compositions containing said lipids, and their uses for transfecting nucleic acids whether in vitro or in vivo in cells, are also disclosed. 




(57) Abregl 

La presente invention se rapporte a des lipides cationiques de formule g£n6rale (I), dans laquelle m est un nombre entier compris 
entre 2 et 6 inclusivement, n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus prfferentiellement entre 1 et 5 avec, lorsque n 
est compris entre 2 et 9, un seul groupement R, different de I'hydrogene, de present dans la formule generate et des valeurs de m variables 
ou identiques au sein des differents groupements (a) ou -(CH2V1-, R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule generate 
(II), dans laquelle X et X* representent inddpendamment Tun de l'autre un atome d'oxygene, un groupement methylene -(CH2)q- avec q 
6gal a 0, I. 2 ou 3, ou un groupement amino -NH- ou -NR*- avec R* representant un groupement alkyle en Cj a C4. Y et Y* representent 
inddpendamment Tun de V autre un groupement methylene, un groupement carbonyle ou un groupement C-S, Ra, R4 et R5 representent 
ind£pendamment Tun de 1* autre un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, substitul ou non, en Ci a G4, avec p pouvant varier entre 0 
et 5, R$ re presente un denvtf du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec Ri et R2 representant tnd6pendamment Tun de 
1* autre un radical aliphatique, satur6 ou non, lineaire ou ramifie* en C12 a C22. Elle conceme e*galement des compositions pharmaceutiques 
les contenant et leurs applications pour la transfection d'acides nucleiques, in vitro ou in vivo dans des cellules. 



BNSDOCID: <WO 961 7823A1 > 



UNIQUEMENT A TITRE D' INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes Internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


GB 


AU 


AustraJie 


GE 


BB 


Barbade 


GN 


BE 


Belgique 


GR 


BF 


Burkina Faso 


HU 


BG 


Bulgarie 


IE 


BJ 


Benin 


IT 


BR 


Bresil 


JP 


BY 


Belarus 


KE 


CA 


Canada 


KG 


CF 


Republique centranicaine 


KP 


CG 


Congo 




CH 


Suisse 


KR 


CI 


C6te d'lvoire 


KZ 


CM 


Canteroun 


U 


CN 


Chine 


LK 


CS 


Tchecostovaquie 


LU 


CZ 


Republique tcheque 


LV 


DE 


Allemagne 


MC 


DK 


Danemark 


MD 


ES 


Espagne 


MG 


n 


Fmlaade 


ML 


FR 


France 


MN 


GA 


Gabon 





Royaume-Uni 

Georgie 

Guinee 

Grece 

Hongrie 

IrUmk 

Italic 

Japon 

Kenya 

Kirghizistan 

Republique populaire democratique 
de Coree 

Republique de Coree 

Kazakhstan 

Liechtenstein 

Sri Lanka 

Luxembourg 

Lett on ie 

Monaco 

Republique de Moldova 

Madagas c ar 

Mali 

Mongol ie 



MR 


Mauriunie 


MW 


Malawi 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvege 


NZ 


NouvelleZelande 


PL 


Pokjgne 


PT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


Federation de Russie 


SD 


Soudan 


SE 


Suede 


SI 


Stovenie 


SK 


Slovaquie 


SN 


Senegal 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TT 


Trmite-et-Tobago 


UA 


Ukraine 


US 


Etats-Unis d'Amerique 


uz 


Ouxbekistan 


VN 


Viet Nam 



WO 96/17823 PCT/FR95/01595 



LIPOPOLYAMNES COfflE AGENTS DE TRANSFECTIOM ET LEURS APPLICATIONS 

PHARMACEUTIQUES 

5 La presente invention concerne de nouveaux composes apparentes a la famille 

des lipopolyamines, des compositions pharrnaceutiques les contenant et leurs 
applications pour la transfection in vivo et/ou in vitro d'acides nucleiques. 

De nombreuses maladies genetiques sont associees a un defaut d'expression 
10 et/ou une expression anormale, c'est a dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
d'anomalies genetiques par le biais de l'expression cellulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

Aujourdlmi, plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 
15 intracellular de ce type ^information genetique. L'une d'entre elles, en particulier, 
repose sur l'emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthetiques 
ont deux fonctions principales, compacter TADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 
20 Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 

developpement d'une technologie basee sur Temploi d'un lipide cationique. II a ainsi ete 
mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2,3- 
dioleyloxy)pn^yl]-N,N t N-trimethylammoniiim (DOTMA), interferait, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de l'ADN, qui est charge 
25 negativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires, et permettait ainsi la delivrance intracellulaire de TADN. 
Toutefois, bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
presente le desavantage d'etre non biodegradable et de posseder un caractere toxique a 
Tegard des cellules. 

30 Depuis le DOTMA t d'autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 

modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 
"spacer". Panni ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un groupement d' ammonium 

35 quaternaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
representatifs de cette categorie de lipides cationiques. D'autres composes, comme les 

COWE DE CONFIRMATION 
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DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'nn groupement choline a la place 
du groupement d'ammonium quaternaire. En general, l'activite transfectante de ces 
composes demeure toutefois assez faible. 

Une autre categorie de lipides cationiques, les lipopolyamines, a egalement ete 
decrite. Dans ce type de composes, le groupement cationique est represente par le 
radical L-5carboxyspermine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires et deux secondaires. Les DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la transfection de cellules 
endocrines primaires. 

En fait, un agent de transfection synthetique ideal devrait presenter un haut 
niveau de transfection, et ce pour un large spectre de cellules, posseder une toxicite 
nulle ou a defaut une toxicite tres minimisee aux doses d'utilisation, et enfin, etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 
La presente invention a precisement pour objet de proposer de nouveaux 
15 composes susceptibles d'etre utilises rfficacement dans la transfection in vitro et ou in 
vivo de cellules et notamment pour la vectorisation d'acides nucleiques. 

Elle a pour premier objet des lipopolyamines, sous forme D, L ou ID et leurs 
sels, representees par la formule generale I : 

20 H 2 N-((CH) m .NH) n -H I 

R 

dans laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 
25 - n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avecun seul groupement R different de Thydrogene de present dans la 
formule generale et des valeurs de m variables ou identiques au sein des differents 
groupements -(CH) m - et -(CH2) m -, 
R 



30 



R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule generale II: 



- -Y— R6 

-«j;H)p 

R5 
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n 



5 dans laquelle 

- X et X 1 representent, independamment Tun de l'autre, un atome doxy gene, un 
groupement methylene -(CH2>q- avec q egal k 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle en C\ k C4, 

- Y et Y representent independamment Tun de l'autre un groupement methylene, un 
10 groupement carbonyle ou un groupement C=S, 

- R3, R4 et R5 representent independamment Tun de l'autre tin atome d'hydrogene ou 
un radical alkyle, substitue ou non, en Cja C4, avec p pouvant varier entre 0 et 5, 

- R^ represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec 
Rj et R 2 representant independamment Tun de 1' autre un radical aliphatique, sature ou 

15 non, lineaire ou ramifie en C 12 a C22. 

D'un interet tout particulier sont les composes dans lesquels R y est represente 
par la f ormule generate II' 



-«j:H)p^ 




20 



R5 



dans laquelle R3, R 4 , R5, R^ et p repondent aux definitions precedentes et X 
represente un atome d'oxygene ou un groupement -(CH^q- avec q etant egal a zero. 
25 Cette farnille de composes se caracterise notamment par la presence dune 

liaison ester interne, interessante sur le plan de la biodegradabilite. 

A titre de lipopolyamines preferees selon Tinvention, on peut plus 
particulierement mentionner les composes suivants: 



BNSDOCID: <WO 961 7823A1 > 



WO 96/17823 



PCT/FR95/01595 



r 



H 
i 

.H>H 



✓ O O 

N-H U 

H^Vt 




10 



r 




H 
i 



y o v 

N-H 



10 alpharholesteryle 



15 

sous la forme D, L, DL ou Tun de leurs sels. 
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La presente invention a egalement pour objet toute application therapeutique 
des lipopolyamines selon Tinvention, soit directement, soit au sein de compositions 
pharmaceutiques. 

5 Comme explicate precedemment, les composes de formule generale I s'averent 

tout particulierement interessants pour la transection in vitro et in vivo d'acides 
nucleiques. lis compactent efficacement l'ADN et presentent avantageusement une 
toxicite tres reduite voire nulle a l'egard des cellules traitees. En outre, ils sont 
biodegradables notamment par hydrolyse de leur liaison ester, 

10 Pour obtenir un effet maximal des compositions de l'invention, les proportions 

respectives du compose de formule generale I et de 1'acide nucleique sont de 
preference determinees de manidre a ce que le rapport R, charges positives de la 
lipopolyamine consideree par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode d'utilisation & savoir in vivo ou in 

15 vitro et selon le type cellulaire k transfecter, il est optimise au cas par cas. Cette 
optimisation releve de la competence de ITiomme de Tart 

Dans les compositions de la presente invention, le polynucleotide peut etre 
aussi bien un acide desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, d'ADNc, 

20 d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou 
semi-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine, animale, 
vegetale, bacterienne, virale, etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de lliomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique 

25 de sequences obtenues par criblage de banques. Ils peuvent par ailleurs etre incorpores 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
30 sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc, 

Au sens de F invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
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proteique ainsi code peut ttre une proline, un peptide, etc, Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-&-vis de la cellule able (c'est-i-dire un produit qui est 
normalement exprimS dans la ceUule able lorsque celle-ci ne presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par exemple de pallier une 
5 expression insuffisante dans la ceUule ou 1'expression dune proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egalement etre h6t6rologue vis-i-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 
10 exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 

Pamii les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 

15 lymphokines : interleukines, interferons, TNF t etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53, 

20 Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. VHI, IX, les genes intervenant dans la 
reparation de l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de lliemoglobine ou d^utres transporteurs proteiques, les genes correspondam 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 

25 choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I p C-U, C-IH, D, E, F, G, H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 
lipase hepatique, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 

30 proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.etc. 

L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gdne ou une sequence 
antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler Texpression de 
35 genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
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exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires d'ARNm 
oellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans 
le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les sequences 
cod ant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
5 cibles (EP 321 201). 

Comrne indique plus haut, l'acide nuclei que peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes cod ant pour un peptide antigenique, capable de generer chez lliomme 
ou l'animal tine reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
Tinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
10 immunotherapeutiques appliques k rhornme ou a r animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specif iques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de l'hepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syneitia forming virus, d'autres virus ou 
encore specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

15 Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 

permettant l'expression du g6ne therapeutique et/ou du gene cod ant pour le peptide 
antigenique dans la cellule ou l'organe desirt. n peut s'agir des sequences qui sont 
natuiellement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. D peut egalement s'agir de 

20 sequences d'origine differente (responsables de 1'expression d'autres proteines; ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 

25 promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promote ur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 

30 synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre, la pr&sente invention oonceme des 
compositions comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine telle que revendiquee 
et un adjuvant capable de s'associer au complexe Upopolyamine/acide nucleique et den 
ameliorer le pouvoir transfectant. La demanderesse a en effet montre que le pouvoir 
5 transfectant des lipopolyamines peut etre de rnaniere inattendue augmente en presence 
de certains adjuvants (lipides ou proteines par exemple), capables de s'associer au 
complexe lipopolyamine/acide nucleique. 

Plus preferentiellement, les compositions de Finvention comprennent. comme 
adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont particulierement 

10 avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La demanderesse a en effet 
montre que Taddition d'un lipide neutre permet d'ameliorer la formation des particules 
nucleolipidiques et, de rnaniere surprenante, de favoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 

15 invention sont des lipides a 2 chatnes grasses. 

De rnaniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 
synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. D peuvent etre choisis plus particulierement parmi la 
dioleoylphosphatidyl6thanolamine (DOPE), r oleoyl-palmitoylphos- 

20 phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglyoerols, les glycosyidiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 

25 asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de l*homme du metier. En particulier, 1'extraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 
30 Biochemistry). 

Preferentiellement, les compositions de l'invention comprennent de 0,1 k 20 
equivalents d'adjuvant pour un equivalent de compose de formule generate I et, plus 
preferentiellement, de 1 a 5. 

Les compositions selon l'invention peuvent etre formulees en vue 
35 ^administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, 
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intranasale, intraveineuse, intramusculaire v sous-cutanee, intraoculaire, transderrnique, 
etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de Invention contiennent un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de l'organe desire, ou pour une administration par 
5 voie topique (sur peau et/ou muqueuse). D peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour rejection 
ainsi que le nombre d 1 administrations peuvent etre adaptees en fonction de differents 
10 parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie ccmcernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui conceme plus particulierement le mode d'administration, il peut 
s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, soit d'un traitement de cellules en 
culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. 

15 La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 

pour le traitement de maladies, comprenant l'administration in vivo ou in vitro d'un 
acide nucleique apte a corriger ladite maladie associe & un compose de formule 
generale I dans les conditions definies ci-avant. Plus particulierement, cette methode 
est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produit proteique ou 

20 nucleique et l'acide nucleique administre code pour ledit produit proteique ou contient 
ledit produit nucleique. 



Elle s'etend a toute utilisation d'une lipopolyamine selon invention pour la 
transf ection in vivo ou in vitro de cellules. 

25 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples qui 

suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs, 

ABREVIATIONS ET SYMBOLES 

30 AcOEt : Acetate d'6thyle 

BOP Benzotriazol - 1 -y loxytris (dimethylamino) phosphcmium 

hexafluorophosphate 
DCC Dicyclohexylcarbodiimide 
DCU Dicyclohexyluree 
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tn\ fin 

DMAP 


: 4-Diinethylaminopyndine 


DMF 


: Dimethylfonriamide 


DMSO 


: Dimethy le sulfoxide 


DODA 


: Dioctadecylamine 


EP 


: Ether de petiole 


EtOH 


Ethanol 


NEt 3 


Tri&hylamine 


Rf 


Coefficient de retention frontal 


TFA 


Acide trifluoroacetique 


THF 


Tetrahydrofurane 


TMS 


Tetramethylsilane 


UV 


Ultra- Violets 



15 

MATERIEL ET METHODES 

A. Produits utilises 

La DODA. la NEt3, le TFA, la L-omi thine, lTiydroxyde de tetramethylammonium, le 
20 nickel de Raney, l'anhydride diglycolique proviennent de chez Fluka ; le BOP, de chez 
Propeptide France ; la DMAP, le chloroformate d'isobutyle et la N-methylmorpholine, 
de chez Aldrich. Le THF provient de chez Merck ; tous les autres solvants utilises sont 
des produits RP Prolabo. Les solutions de NaCl, de NaHC03 sont saturees ; la solution 
de KHSO4 est a 0,5 M. 

25 

B. Mesures physiqut»s 

Les spectres de resonnance magnetique nucleaire du proton ( RMN 1H ) ont ete 
enregistres sur un spectrometre Broker. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au TMS. 

30 

C. Chromatographies sur silice 

.Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 0,2 mm d'epaisseur. 
Revelations : 
35 - Aux UV ( 254nm ) 

- A la ninhydrine, en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de ninhydrine 
( 40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler les amines ou les amides en chauffant a 150°C. 



WO 96/17823 



PCT/FR95/01595 



11 

- A la fluorescamine, en vaporisant une solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour 
reveler les amines primaires. 

- A Fiode, en recouvrant la plaque de poudre d'iode. 

. Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
5 granulomere 0,063-0,200 mm. 

EXEMPLE L 

10 Synthese du (Dioctad6cyl-carbamoylm6thoxy)- acetate de 2-5-bis-(3-amino- 
propylamino)-pentyle. 




15 

La Preparation du 25'BisA2<ym<^eihy\mmQ)-yen\mQffi de 

teiramethyllOTmQTUumtl.a) 

Du monohydrochlorure de Taride(s)-2,5-diaminopentanoique (L-omithine) (6,74g; 
20 40 mmol) et de lliydroxyde de tetramethylammonium pentahydrate (14,48g; 80 
rnmol) sont mis en solution dans du methanol (20 ml). L'eau formee et le methanol 
sont evapores sous pression reduite (a Taide d'une pompe a huile) de maniere a 
obtenir un residu sec. 

Du N,Nnlimethylformamide (30 ml) est ajoute aux sels precedemment obtenus. Le 
25 melange est degaze avec de Tazote, puis agite fortement pendant dix minutes, ce qui 
permet au 2,5-diamino pentanoate de tetramethylammonium de se solubiliser (le 
chlorure de tetramethylammonium reste en suspension dans le DMF). 
Lacrylonitrile (6ml; 85,6 mol) est ajoute goutte a goutte; le ballon se rechauffe 
legerement. Le melange reactionnel est laisse lh a temperature ambiante, sous azote. 
30 n est ensuite filtre pour eliminer le chlorure de tetramethylammonium. Le DMF est 
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evapore sous pression reduite. Le residu obtenu est un liquide huileux ; retire de 
l'evaporateur rotatif, il se solidifie. De l'acetanitrile (100 ml) est ajoute et le ballon est 
legerement chauffe jusqu'a obtention d'une solution translucide. Du THF est ajoute 
jusqu'a obtention d'une solution trouble. Le ballon est stocke pendant deux jours au 
5 congelateur ; le sel de tetrarnethyl-arnrnoniurn du L-2,5-Bis-(2-cyano-ethylamino)- 
pentanoi'que de l'acide est recupere par filtration sous forme de solide blanc. D est 
rince au THF sur fritte, puis seche sur P2O5. 6,06 g sont obtenus, soit un rendement 
de 49 % (brut). 

10 !•*» Preparation du sel de tetramethvl ammonium d<» l'acide 2.5-Bis-(3-amino- 
pr^larnino)-pentanoique (l.hl 

Le produit l.a est solubilise dans un melange d'ethanol (18 ml), d'eau (2 ml) et de 
potasse 2 M (5 ml). La solution est purgee a l'argon. Du Nickel de Raney (2 ml de la 
15 suspension Fluka) est ajoute. Lliydrogenation est realisee dans une autoclave, purgee 
a l'azote, a 26°C. En 3h, la pression est passee de 50,6 bars a 44,7 bars, puis s'est 
stabilisee plus d'une heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 ml 
La suspension obtenue est filtree, rincee a 1'eau et passee a l'evaporateur rotatif. Une 
huile jaune est obtenue. Le test a la fluorescamine est positif . 

20 

l-c Preparation de l'acide 2.5-Bis-ftert-butoxvcar b onvl-r3-(tert-butoxvcarbonyl- 
arrdno)-rTOPvl1-amino)-pent anoique (l.ri 

25 Le produit l.b est dissous dans du dioxanne (30 ml). Du ditertbutyldicarbonate 
(17,46g ; 80 mmol) est ajoute goutte a goutte. Le melange est agite pendant une 
nuit. Le dioxanne est evapore. Du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait par 
CHCI3 (3 x 100 ml). La phase organique est ensuite lavee successivement avec 
NaHC03 (pH=7^), NaCl. puis sechee sur MgS04 et evaporee sous pression 

30 reduite. 10 g de produit sont obtenus (15,4 mmol, soit un rendement de 39% par 
rapport a rornithine). 

CLHP : MeCN/H20: 0-3 min 50 % MeCN; 3-20 min 50-100 % MeCN, 20-40 min 
100 % MeCN, K'= 7.96 (Colonne RP-18, debit=l ml/min) 
CCM : Rf (CHCI3 : AcOEt ; 95 : 5 (v : v)) =0,28 
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RMN(ppm) : 1,3 (m, 8H, N+CH2-CH2-CH2-CHN+COO/ 2x N+CH 2 CH 2 CH 2 N+); 
2,7-3.0 (m, 10 H 5x N+CH 2 ); 3,8 (t, 1H, N+CHCOO) 
MS : MH+= 647, (PM= 646) 

5 l.d Preparation dii 2.5Bis- {tert-butpxycarbonyl-f 3- to-buto^cybonylftminc>)- 

propvll-aminoK pentan-l-ol (l.d) 

La I^5-cart>oxytetratert-butoxycarbon^ (l,94g; 3 rnmol) est 

dissoute dans 30 ml de THF. 370 ml (3,1 rnmol) de N-methylmorpholine sont 

10 introduits & la micropipette. Le melange reactionnel, mis sous azote, est refroidi a - 
15°C (dans un bain de carboglace et d'ethylene glycol ) ; 390 ml (3,1 rnmol) de 
chloroformate d'isobutyle sont alors ajoutes. Au bout de trois minutes, le melange 
reactionnel est verse dans un becher contenant le NaBHU (2g) dissous dans 20 ml 
d'eau a 4°C Le THF est evapore. Du KHSO4 est ajoute (jusqu'a Ph=7). Le produit 

15 est extrait k 1'AcOEt, rince au NaHCC>3, NaCl, seche sur MgSC>4, filtre puis 
evapore. l f 15g sont obtenus, soit un rendement de 61%. 

La CCM conduit & deux taches ; une separation sur colonne de silice, avec le meme 
eluant, est done realisee et conduit a 0,97g de produit (huile jaune). Le rendement de 
la separation est de 84 %. 
20 Le rendement de la reduction est de 51 %. 

CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v )) =0,24 

RMN (ppm) : 1,42 (s, 4xBoc); 1,5-1,7 (m, 8H N+CH 2 -CH 2 -CH 2 -CHN/ 2x 
N+CH 2 CH 2 CH 2 N); 2,85-3,2 (m, 10H 5x NCH 2 ) , 3,4 (m, 1H, NCHCH 2 OH), 3,7 
(d, 2H, CH 2 OH), 6.8 (m, 2H; NH) 
25 MS : MH+= 633, PM= 632 

Le Preparation de l'acide 23-Bis-r3-(tert-butoxvcarbonvlamino)-propvl1-{tert- 
biitQ wcartx my lamino} ■pCTtyloxycart CTy ln^thoxy-ac^ ( 1 .e) 

30 0,51 g (0,806 rnmol) du produit l.d sont dissous dans 10 ml de CH 2 C1 2 ; 2 
equivalents d'anhydride diglycolique (1,535 rnmol ; 0,178 g), 2,2 equivalents de 
triethylamine (1,687 rnmol ; 235 ^1) ainsi que 5 mg de DMAP sont ajoutes. Au bout 
d'une heure, la CCM. montrant que l'alcool a reagi, le melange est additionne de 
CH 2 Q 2 , puis lave par 3 x 50 ml de KHSO4, 3 x 50 ml de NaCl, s6che sur MgS0 4 , 

35 filtre puis evapore. 0,26 g de solide sont obtenus, soit un rendement de 43 %. 
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CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v )) =0,75 
MS: MH+= 749, PM= 748 



5 IX. Preparation du PiQCtadecvl-carbainovlmethnxv> - aoetate du 2-5-bis-ftert- 
butoxyMrbonvl-tt-ftert-butoxvcar^ n ,f> 

0,123 g de produit precedent (0,164 mmol), 1 equivalent (0.0856g) de 
dioctadecylamine, 3 equivalents de triethylamine (68,4 ml), 1,1 equivalent (0.0798 g) 

10 de BOP sont dissous dans du CHCI3. Le melange reactionnel est agite a temperature 
ambiante. Au bout de deux heures, le melange est additionne de 100 ml de CH2CI2, 
puis lave par 3 x 100 ml de KHSO4. de NaHC03, de NaCl (jusqu'a pH=7). seche, 
puis evapore. 0,13 g de produit sont obtenus, soit un rendement de 63 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) =0,62 ; revelation a l'iode. a la ninhydrine et a 

15 la fluorescamine. 

RMN (ppm): 0.90 (t. J=7.5 Hz, 6H: CH 3 . 1.20-1.75 (m, 108 H: CH 2 / C(CH 3 ) 3 ), 
3.05-3.35 (m, 14 H: CH 2 N), 4.15-4.35 (m, 3 H: NCHCH2OCO), 4.23-4.27 (2s, 2x 
2H: OCH 2 CO), 4.5-5.5 (m, etale, 2 H: NH) 
MS: MH + = 1252, P.M.= 1251 

20 Analyse elemental re : Formule brute : C71H137N5O12 

%theoriques: C 68,06 H 11,02 N 5,59 
% obtenus: C 67,14 H 11,93 N 5,86 

1-g- Preparation du (Dioctadecyl-car bamoylmethoxv)-acetate de 2-5-bis-(3-amino- 
25 propvlamino)-pentv1e (l.g) 

1 ml de TFA est ajoute a 0,025 g de produit l.f (0,02 mmol) dans un tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

30 500 \il d'ethanol sont ajoutes de facon a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
MS : MH+=852, P.M.= 851 



35 EXEMPLE 2. 
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Preparation du (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino- 
propylamino)-2 propyle (2.f.): 



2.a Preparation du 13-Bis42^yano-et hylamino)>propan*2-ol (2.a) 

3,6 g (40 mmol) de l f 3-diaminopropan-2-ol sont dissous dans 75 ml de methanol. 
5,76 ml (80 mmol) d'acrylonitrile sont ajoutes en 15 minutes. Le test & la 
10 fluoresc amine est positif. Le melange reactionnel reste incolore. D est laisse sous 
agitation, a temperature ambiante, pendant la nuit. Le test a la fluorescamine est 
alors negatif . Le methanol est evapore. 7,9 g de produit sont recueillis (rendement de 
1 00 % pour le produit brut) . 

15 2.b Preparation du l,3-Pis-(3-CTinc^propylwmnQ)-propan-3-ol (2,b) 

L'hydrogenation est realisee dans une autoclave, purgee a Tazote, a 27°C. 
Le produit 2.a est solubilise dans un melange de 15 ml de methanol, 10 ml Methanol, 
5 ml de KOH (2 M), La solution est purgee a l'argon et 4 ml de la suspension de 
20 nickel de Raney sont ajoutes dans 1'autoclave. 

En 3h30, la pression est passee de 51,6 bar a 37,6 bar, puis s'est stabilisee plus d'une 
heure. L' autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 ml. La suspension 
obtenue est filtree, rincee a l'eau et passee a Tevaporateur rotatif . Une huile jaune est 
obtenue. Le test a la fluorescamine est positif. 



2.c Preparation du 1 .3-Bis- f 3-tert-totforecartKwl-^ 

aminopropvl ) 2-propan-2-ol (2.c) 

Le produit 2.b est protege de la meme fagon qu'en I.e. 100 ml de CH2CI2 sont 
30 ajoutes. 39,2 g (179 mmol) de di-tert-butyldicarbonate dissous dans 100 ml de 
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dioxanne sont ajoutes goutte a goutte. La solution est laissee sous agitation pendant 
72h. Le solvant est evapore, du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait a 1'AcOEt 
(3 x 100 ml) ; les phases sont rassemblees et rincees au KHSO4, au NaHC03, au 
NaCl. sechees sur MgSC>4 et evaporees. 20 g sont obtenus (rendement de 83 % par 
5 rapport au produit initial) 

Le produit est cristallise dans 1*EP. 
C.C.M. : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) = 0,23 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 2 (v : v)) = 0,63 
RMN (ppm) : 1,4 (2s, 36H : 4 x (CH 3 ) 3 )) ; 1,65 (qt, 4H : 2 x NCH2CH2CH2NH) ; 
10 2,95 (q, 4H : 2 x NHCH 2 CH 2 ) ; 3,1 (2d, 4H : NCH 2 CHCH 2 N) ; 3,2 (t, 4H : 
NCH2CH2) ; 3,85 (m, 1H : OH) ; 5,9 (s, 2H : NH) 
MS : MH + =605, PM= 604 

2 - d Preparation de. I'adde 1 .3-Bis- ( 3-tert4>utoxvcarbonvl-amino-(tert- 

15 butoxvcarbonvl-aminopropvl ) 2-pro p vl-2-ethoxvcarbonylmethoxy-acetique (2.d.) 

604 mg (lrnmol) de produit 2.c. sont dissous dans 20 ml de CH2CI2. 2 equivalents 
d'anhydride (2 mmol ; 0,232 g), 2,2 equivalents de NEt3 ( 307 uj, puis 100 6.5 g 
de DMAP sont introduits. Apres 24 h d'agitation a temperature ambiante, le melange 

20 est additionne de CH2Q2, lave au KHSO4, au NaCl, seche sur MgS04, filtre puis 
evapore. 0,156 g de produit sont obtenus (rendement de 22 % ). 
CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 {v : v : v}) =0.71 
RMN (ppm) : 1,2-1,4 (2s. 36H : 4 X (CH 3 ) 3 ) ; 1,5 (m. 4H : 2 x NHCH2CH2CH2N) 
; 2,85 (q, 4H : 2 x NHCH 2 CH 2 ) ; 3,1 (m, 8H : 4 x NCH 2 ) ; 3.9-4.2 (2s. 4H : 2 x 

25 OCH2COO) ; 5,25 (m, 1H : CH 2 CHCH 2 ) ; 6,7 (2H : NH) 
MS : MH+= 721, PM= 720 

2.e Preparation du (Dioctadecvl-carbamovlmethoxv)- acetate du 1 .3-Bis- (3-tert- 
butoxvcarbonvl-ammo-(ten-butoxvc^bonvl-aminopmpvl)2-rffnpvle f2.e) 

30 

0,216 mmoles de l'acide 2.d sont dissoutes dans 3 ml de CHCI3. 1 equivalent de 
DODA (0.113 g), 3 equivalents de NEt3 (100 ^1) et 1.1 equivalent de BOP (0.11 g) 
sont ajoutes. Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 24 h. 
Le CHCI3 est evapore. 100 ml d' AcOEt sont ajoutes. La phase organique est lavee 
35 par de VHCl (0,5 M), par NaHC03, par NaCl jusqu'a pH=7, sechee sur MgS04 puis 
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evaporee. 0,185 g sont obtenus (rendement 70 % ). Une colonne sur siiice est 
realis6e. 110 mg de produit sont recueillis (rendement 42 % ). 
CCM : Rf (CHC1 3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v)) =0,81 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v )) = 0,67 

RMN (ppm) : 0,85(t, 6H : 2 x CH3) ; 1,20-1,55 (m, 100H : CHyCCCf^) 3) ; 1,6 
(m, 4H : 2 x NHCH 2 CH 2 CH 2 N) ; 3,05-3,4 (m, 16H : 2 x NHCH 2 CH 2 CH 2 N / 
NCH 2 CHCH 2 N / 2 x CH 2 N) ; 4,1 (s, 2H : NCOCH 2 0) ; 4,15 (s, 2H : OCH 2 COO) 
; 5,25 <m, 1H : CH 2 CHCH 2) , 6,15 (m, 2H : NH) 
MS : MH+= 1224, PM= 1223 

2.f Preparation du (Dioctadecvl-carbamovlniethoxv)-acetate de 1.3-Bis-(3-tert- 

butoxycarbonyi-amwo- (t^-bwtoxycart^yl-aminQiyQpyl ) 2-propyte(2,f .) : 

1 ml de TFA est ajoute a 0,0247 g de produit 2.e (0,021mmol) dans tin tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

505 |xl d'ethanol sont ajoutes de fa$on a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
MS : MH + = 824, P.M.= 823 

EXEMPLE 3 : Preparation du (N,N-Dioctadecy 1) -succinamate de 2^ (3 -amino- 
propylamino)-l-(3-amino-pn^ylamino-methyl)-ethyle 




Ce compose est prepare selon le protocole decrit precedemment en exemple 2, en 
substituant a l'acide diglicolique, l'acide succinique. 

L'analyse en spectrometrie de masse du produit ainsi obtenu indique un fragment 
MH + de 808, ce qui est conforme a la masse attendue. 
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UTILISATION DE LIPOPOLYAMINES SELON L' INVENTION POUR LA 
TRANSFECTION IN VITRO DE MATERIEL GENETIQUE 



A Plasmides utilises pour 1* transfert de g^nes in vitm 

On utilise le plasmide pCMV-LUC. D s'agit d'une construction comportant le gene 
rapporteur "luciferase", derivee soit du plasmide pGL2-Basic Vector (Promega) soit 
10 du plasmide pGL2-Control Vector (Promega) par insertion d'un fragment Mlu I-Hind 
m contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain (CMV), extrait du plasmide 
vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 



15 



30 



B PrptPPPte de preparation des solution ^ utilisees pmir la transfertion 



Des lipopolyamines preparees selon des exemples precedents sont mises en solution a 
40 mM dans l'ethanol puis dilues dans un melange ethanol/eau en maintenant une 
concentration ethanolique inferieure a 10%. 

Les solutions d'acide nucleique a transfecter sont diluees en serum physiologique 
20 (NaCl 0.15M) puis ajoutees aux solutions de lipopolyamine, dans un rapport 1/1 (v/V). 
Apres homogeneisation au vortex et incubation 15 minutes a temperature ambiante, les 
solutions ADN/lipopolyamine sont distributes a 9% (v/v) final dans les puits ou les 
ceUules ont ete lavees par du milieu de culture depourvu de proteines (serum). 

25 EXEMPLE 4 : 

Influence du rapport de charge (amines/phosphates) sur I'efficacite de transfection. 

Des echantillons de 1.10 5 ceUules NIH 3T3 en phase exponentieUe de croissance sur 2 
cm 2 sont traites par des solutions Upopolyamines/pCMV-LUC, presentant des 
rapports de charges variables, pendant 4 heures a 37°C sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon recoit 1 ng d'acide nucleique. La recherche de l'expression du gdne 
reporter est effectuee apres addition de serum de veau foetal a 8% final suivie d'une 
incubation de 40 heures dans l'etuve a CO2. 

L'activite luciferase est dosee par remission de lumiere [RLU = relative light unit] en 
35 presence de luciferine, coenzyme A et ATP pendant 20 secondes et rapportee au ng de 
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proteine dans le sumageant obtenu apres lyse des cellules. Les resultats obtenus sont 
reportes dans le tableau I ci-dessous. 



5 





Lipopolyamine de l'exemple 1 


Lipopolyamine de l'exemple 2 


rapport de charge 


luminescence 


coef. de var. (%) 


luminescence 


coef. de var. (%) 


1 


69 


5 


23 


34 


2 


5091 


3 


252 


6 


4 


3636 


30 


7890 


3 


6 


21334 


3 


61401 


5 


8 


40846 


3 


73224 


2 


10 


55321 


1 


77633 


2 


12 


53239 


5 


48634 


5 


14 


36 


10 


52417 


2 


ADN seul 


52 


5 





TABLEAU I 

10 

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants 

Cette experience montre clairement que les lipopolyamines selon i'invention permettent 

le transfert de genes dans les conditions requises pour leur expression. 

15 EXEMPLE 5 : 

Influence de la concentration en acide nucleique dans les melanges 
ADN/lipopolyamine. 

Selon le meme protocole que celui decrit dans l'exemple precedent les cellules NIH 
20 3T3 sont traitees avec des melanges ADN/lipopolyamines dans les conditions ou 
differentes concentrations d'ADN sont utilisees pour un meme rapport de charge. 
Dans ce cas, Tactivite luciferase est mesuree pendant 20 secondes et rapportee a 
2,5. 10 3 cellules traitees. Les resultats sont presentes en tableaux II et HI ci-dessous. 
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Lipopolyamine de Texemple 1 



5 





Rapport de charge 


HgDNA 


x4 


x6 


x 8 


x 10 


0,25 




27 (19) 




25 (20) 




32 (31) 


36(15) 


0,5 




23 (5) 




37 (54) 




4476 (4) 


4811 (19) 


1,0 




4945 (12) 




19194(14) 




30933 (21) 


39357(3) 


2,0 




93937 (2) 




105533(1) 




111167 (14) 


8315(15) 


3,0 




106293(11) 




100093 (8) 




53475 (12) 




4,0 




98S53 (10) 




69863 (8) 
















TABLEAU II 




Lipopolyamine de l'exemple 2 














Rapport de charge 


DNA 


x4 


x6 


x8 


x 10 


0,25 




40(17) 




52 (64) 




122(14) 


51 (5) 


0,5 




28(10) 




204 (25) 




36533 (7) 


44473 (7) 


1,0 




3427 ((12) 




48167(13) 




49363 (13) 


50083 ( 9) 


2,0 




33377(13) 




44697(18) 




30670 (16) 


9544 (4) 


3,0 




9686 (3) 




31557 (2) 




9157(8) 




4,0 




4321 (9) 




40105(10) 









TABLEAU m 

1 5 Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants. 

Les valeurs portees entre parentheses correspondent au coefficient de variation 
exprime en %. 
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REVENDICATIONS 



1. Lipopolyamine sous forme D, L, ou DL ou Tun de ses sels caracterisee en ce 
5 qu'elle est representee par la formule generale I 

H 2 N-((CH) m -NH) n -H 

R I 

10 dans laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- n est tin nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avec, lorsque n est compris entre 2 et 9, un seul groupement R, different 
de Thydrogene, de present dans la formule generale et des valeurs de m variables ou 

15 identiques au sein des differents groupements -(CH) m - ou -(CH^nr* 

R 

- R represente un a tome d'hydrogene ou un radical de formule generale II: 

X * ^ ^ — Y— R6 




— «j;h)p 

R5 

20 II 



dans laquelle 

25 - X et X 1 representent independamment l'un de l'autre un atome doxy gene, un 
groupement methylene -<CH2)q- avec q egal a 0, l f 2 ou 3, ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle en Cj a C4, 
- Yet Y 1 representent independamment l'un de l'autre un groupement methylene, un 
groupement carbonyle ou un groupement C=S, 

30 - R 3 , R 4 et R 5 representent independamment l'un de l'autre un atome d'hydrogene ou 
un radical alkyle, substitue ou non t en Cja C 4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5, 
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- R$ represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NRjF^ avec 
Ri et R 2 representant independamment l'un de l'autre un radical aliphatique, sature ou 
non, lineaire ou ramifie en C 12 a C22. 

5 2.Lipopolyamine selon la revendication 1 carcterise en ce que R y est represente de 
preference par la formule generate II' 



10 



<fH)p' 
R5 



R3 
-X 



o 



R4 




IT 



dans laquelle R 3 , R 4 , R 5 , Rg et p repondent aux definitions proposees en revendication 
1 et X represente un atome d'oxygene ou un groupement -(CH2>q- avec q etant egal a 



zero 



15 



3. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



N.H 




20 sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 



4. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



25 
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H 



1 



sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 




10 



5. Lipopolyarnine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 




sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 



6. Lipopolyarnine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



15 



M 

f 

N»H 



sous forme D, L f DL ou Fun de ses sels. 



— 10 alpha, cholestdryte 



7. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins une 
20 lipopolyarnine selon Tune des revendications 1 a 6 et au moins un acide nucleique. 
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8. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'acide nucleique est un 
acide desoxyribonucleique. 

9. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'acide nucleique est un 
acide ribonucleique. 

5 10. Composition selon la revendication 7, 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est modif ie chimiquement 

11. Composition selon l'une des revendications 7 a 10 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un antisens. 

12. Composition selon l'une des revendications 7 a 10 caracterisee en ce que l'acide 
10 nucleique comporte un gene therapeutique. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le gene therapeutique 
code pour une proteine impliquee dans le metabolisme des lipides comme par une 
apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-I. All, A-IV. B, C-I. C-II. C-III, 
D. E, F. G, H, J et apo(a), une enzyme telle la Iipoproteine lipase, la lipase hepatique 

15 ou autres Upases, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, une proteine de transfert de lipides 
comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la proteine de transfert des 
phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore un recepteur choisi par 
exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des chylomicrons-remnants et les 

20 recepteurs scavenger. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine 
selon l'une des revendications 1 a 6 et un adjuvant capable de s'associer au complexe 
lipopolyamine/acide nucleique et d'ameliorer son pouvoir transfectant 

15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que l'adjuvant est un ou 
25 plusieurs lipides neutres. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 



V 
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17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont des lipides k 2 chaines grasses. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi la dioltoylphosphatidylethanolamine (DOPE), I'oleoyl- 

5 palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitoyl, -rnirystoyl 
phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et 
10 GM2). 

19. Composition selon Tune des revendications 14 k 18 caracterisee en ce qu'elle 
comprend de 0,1 a 20 equivalents d'adjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, 
plus preferentiellement, de 1 k 5. 

20. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
15 qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une fcxmulation 

injectable. 

21. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur 
la peau et/ou les muqueuses. 

20 22. Utilisation tfune lipopolyamine selon Tune des revendications de 1 a 6 pour la 
transfection in vivo ou in vitro de cellules. 
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